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Summary

In the lecture are summarized the Principe of Confocal Microscope, its
main parameters and as well described CM ZIESS LSM5 DUO (CM),
which was used in experimental measurements. It is presented the new
method of measurement of thickness of active layer on the end of PCS fibre
(@ =200 pm) and tip (@ = 6 pm) of V-taper element as a active part of pH
sensor. The method is based on the measurement of fluorescence intensity
as a function of z axis, which coincident with longitudinal axis of PCS fiber
and fiber taper. There are mentioned the base assumptions of this method
and shown the results which were obtained on the real samples. This
methods allows to determine the layer thickness > 1um with accuracy < +
250nm. The same type of CM was used for determination of qualitative
distribution of Er** through preform core cross section in the real preform
samples which were prepared by standard technology and using of
nanoparticles of Al,Os. It is shown, that this method allows in the first step
to compare qualitatively the distribution of Er®* across perform core in the
samples. Comparing the fluorescence distribution with refractive index
profile confirmed experimentally good agreement between Er®* distribution
and refractive index profile, which is determined mainly by Al,Os
concentration. This result experimentally confirmed that Er** is bonded with
Al,O3 and applying its nanoparticles improved a quality of core/cladding
boundary.



Souhrn

V prednasce je uveden zakladni princip konfokalni mikroskopie, hlavni
parametry a detailnéji je popsan konfokalni mikroskop ZEISS LSMS5 Duo,
na kterém byla méteni provedena. Je uvedena nova metoda méfeni tloustky
aktivni vrstvy na ¢ele PCS vldkna (@ = 200 pm) a Spicce (@ = 6 pum)
vlaknového taperu jako aktivni ¢asti vlaknového senzoru pH. Metoda je
zaloZena na méfeni rozlozeni intenzity fluorescence v ose z, ktera se
shoduje s podélnou osou PCS vldkna a taperu. Jsou uvedeny zakladni
predpoklady navrzené metody a ukdzany vysledky na redlnych vzorcich.
Tato metoda umoziiuje urcit tloustku aktivni vrstvy > lpm s pfesnosti < £
250nm. Stejny typ KM byl pouzit pro kvalitativni vyhodnoceni rozlozeni
Er® v piiéném prifezu jadra preformy na realnych vzorcich, které byly
pripraveny standardni technologii a technologii s pouZzitim nanocastic
Al,O3. Je ukazano, Ze tato metoda umoznila v prvnim kroku kvalitativné
srovnat rozlozeni Er’* ve vzorcich. Srovnanim priibdhu fluorescence
s pribéhem profilu indexu lomu experimentalné potvrdilo dobrou shodu
rozlozeni Er®" s profilem indexu lomu, ktery je uréen koncentraci Al,Os.
Tento vysledek experimentalnd potvrdil, Ze se Er** vaZe na AL,O; a pouziti
nanocastic vyrazné zlepsilo kvalitu rozhrani jadro/obal.
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1. Uvod

Princip konfokalni mikroskopie a jeji zaklady definoval v roce 1955
Marvin Minski [1]. Ve svém navrhu vychazel z pozadavku zlepsSeni
rozliSeni obrazu cestou sloZeni obrazu bod po bodu, odstranéni paprski
vychazejicich mimo fokalni roviny pouzitim §térbiny a snahou po piekonani
omezeni tradicniho fluorescenéniho mikroskopu. V ném je obraz
zkoumaného vzorku ovlivnén svétlem excitaéniho zdroje a detekovany
fluorescencni signal je jim ovlivnén. Spojeni s fluorescencni mikroskopii
umoziuje sledovat i pohyb biologickych objekti [2]. V pfipadé naSich
vzorkl jsou sledovand centra ,,pevné* zabudovand v materidlové matrici a
detekovana fluorescence je tmérna rychlosti skenovani.

Od uvedeni patentu konfokalniho fluorescenéniho mikroskopu v roce
1957, byla provedena fada zdokonaleni a soucasné konfokalni fluorescenéni
mikroskopy jsou vyznamnym nastrojem pro zobrazovani a sledovani
biologickych d&u v sub-mikronové oblasti a ve sledovani povrchu
vV materiadlovém vyzkumu. Moderni konfokalni mikroskopie, ktera vychazi
z navrhu Minského, vyuziva dokonalejsi excitaéni zdroje svétla (lasery) a
jeho spojeni s pocitacem se softwarovym vybavenim umoznuje fidit proces
zobrazovani, sbér dat a zobrazit je v 2D a 3D prostoru. V praci byl vyuzit
konfokalni mikroskop ZEISS LSM 5 Duo, jehoz principialni schéma je na
Obr. 1. 1.

q‘d* Fotonasobi&

Stérbina v
konfokalini roviné
Laser
A
¥ B a |
\X 50 [
kL “Su— Deli¢ paprsku
Skener laseru - W ——
xy
Pohyb v ose Z :IE Objektiv

3 Hloubka pruniku
| v paprsku

7
- ~ Rovina zaostfeni

Obr. 1. 1. Princip konfokalniho skenovaciho mikroskopu (material ZEISS LSM 5
DUO)
Konfokalni mikroskop LSM5 Duo[2], jehoz obrazek je uveden dale, je
vybaven:
e Ar a Ar-Kr laserovymi zdroji poskytujicimi svétlo o vinové délce
405nm, 455nm, 477nm, 488nm, 500nm az 630nm.



e Skenovaci jednotkou, kterd umoziiuje pohybovat fokusovanym
laserovym svazkem vzorkem bod po bodu. Rychlost skenovani
urcuje dobu detekce fotonti detektorem.

e Rizenym posuvem v 0se z S minimalnim krokem 0,5um

e Detektorem — fotonasobié (,,pixelwise* detekce)

e Nastavitelnou §térbinou, kterd urcuje optickou tloustku snimani a
velikost pixelu

e Délicem svazku, hranovymi a pasovym filtry

e Softwarem pro ovladani mikroskopu, nacitani a zpracovani dat

Prednaska je zaméfena piedevS$im na popis principu novych metod,
které byly navrzeny na zékladé parametrii a provedeni, kterymi byl vybaven
komeréni LSM5. Navrzené metody rozsifily vyuziti tohoto mikroskopu,
ktery byl vybran a urcen pro biologickd méfeni [2]. Vysledky méfeni byly
hodnoceny kvantitativné i kvalitativné, na zakladé rozlozeni a velikosti
detekované fluorescence jako funkce soufadnic (X, Yy, z). Nezabyva se
prostorovym rozliSenim zobrazovaného predmétu, uvadi ne¢které omezujici
faktory navrzenych metod a v zavéru zmifuje dal$i moznosti zpracovani
vysledkli méfeni, které mohou poskytnout dalsi parametry a informace o
méfeném objektu.

V prednasce budou uvedeny dvé nové metody vyuziti konfokalniho
fluorescenéniho mikroskopu LSM5:

1.  Pro uréeni tloustky aktivni vrstvy s pH pievodnikem (BCECF) na
Cele PCS vldkna a SpiCce taperu, na zakladé rozlozeni detekované
fluorescence v podélné ose z, shodné s jejich podélnou osou. V tomto
piipadé byl k excitaci pH pfevodniku pouzit Ar -laser, vyzafujici na vinové
délce 488nm.

2. Ke kvalitativnimu ur&eni rozlozeni Er** v jadfe vzorki preforem na
zakladé méfeni rozlozeni fluorescence v jadfe reformy jako funkce
soufadnic (X, Y), které byly ptipraveny standardni technologii a s vyuzitim
nanogastic ALO;. V tomto piipadé byl k excitaci Er** vyuzit Ar-laser
s A=488nm. Znalost alespoii kvalitativniho rozlozeni Er®" je diilezita pro
technologii pfipravy optickych vlaken, ktera jsou urCena pro vladknové
lasery.



I1. Méfeni tloust’ky vrstvy s pouzitim LSMS5

V soucasné dobé je velky zajem védeckych pracovist vénovan vyvoji
nejruznéjsich senzorovych systému vyuzivajicich optické vlaknové prvky.
Jednim z takovych systémi je senzor na meéfeni pH ve velmi malych
objemech (bufice), na principu méfeni zmény fluorescence prevodniku,
citlivého k pH okolniho prostfedi [3, 4]. Méfeni tloustky aktivni vrstvy
nanesené na $picce taperu pomize kvantitativné odhadnout mnozstvi tohoto
pH pievodniku ve vrstveé, které ovlivituje citlivost senzoru. Tloustka aktivni
vrstvy na Spicce taperu definuje objem aktivni vrstvy, ze které je urcen
pocet aktivnich center na zéklad znalosti koncentrace pH pievodniku
Vv matrici, do které je pfevodnik imobilizovan. Matrice aktivni vrstvy
(TEOS) je ptipravena metodou sol-gel [5], do které je imobilizovan vhodny
pH pfevodnik, vnasem piipadé BCECF (No. 14560 Fluka. Zavislost
fluorescence na pH méfena pfipravenym V-taperem s aktivni vrstvou
BCECF je na Obr. I1. 2.
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Obr. 1I. 2. Zavislost fluorescence BCECF na pH
Na takto malém objektu (Spicka V-taperu fadove jednotky um), je velmi
obtizné tloustku vrstvy ~ lpum urcit zndamymi metodami (elipsometrie).
Absorpéni spektrum pH pievodniku, LSM5 se svym vybavenim (zdroje
zateni), umoznily excitovat BCECF na $picce V-taperu a méfit rozlozeni
fluorescence v podélné ose z.

I1. 1. Princip metody a popis experimentu

Metoda méfeni tloustky aktivni vrstvy na Spicce vlaknového taperu je
zaloZena na snimani fluorescence v pH pfevodniku jako funkce podéIné osy
z, coz umoziuje provedeni konfokalniho mikroskopu LSMS5 [5].

Za ptedpokladu:

a) zavislosti fluorescence z v 0se z,

b) zanedbani absorpce v aktivni vrstve,
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bude tloustka aktivni vrstvy urcena jako vzdalenost prisecikt kiivek,
které aproximuji pokles fluorescence v 0se z a pfimky rovnob&zné s 0Sou X
pro hodnotu maximalni fluorescence.

Jako vhodny excitaéni zdroj byl vybrdn Ar laser s vinovou délkou
477nm s sitkou ¢ary AL = 20nm. Fluorescence byla dekovana v intervalu
518-600nm, ktery byl vybran volbou vhodného pasmového filtru, ktery
zajistil odfiltrovani excita¢ni vinové délky dostatecné ucinné.

Na Obr. Il. 3. je fotografie pracovist¢ LSM5 Duo s detailem uchyceni
vlaknového taperu a nasnimana fluorescence v roviné pro dané z.

Omezeni metody je dané minimalnim krokem mikroskopu v ose z, ktery
je 0,5um. Tloustku aktivni vrstvy > lpm je mozné urit s piesnosti
+250nm.

IL. 2. Vysledky méreni

Vyse popsanou metodou byly proméfeny aktivni vrstvy na cele PCS
vlakna (Djsara = 200um; Sample 1) a Spicce taperu (Biapery = 6um; Sample
2). Na obrazku II. 2. jsou vysledky zpracovani namétené fluorescence
(Cernd) v podélné ose PCS vlakna a) a na Spicce taperu b). Exponencidlni
pokles (Cervena) aproximoval naméfenou fluorescenci na ob¢ strany od
maxima. Priseciky téchto exponencial s useCkou rovnobéznou s osou X v
maximu fluorescence odpovida tloust'ce aktivni vrstvy na ¢ele PCS vlakna a
$picce taperu.

Detail
Obr. 1I. 3. Foto konfokalniho mikroskopu a nasnimand fluorescence v jedné
ohniskové roviné

Na PCS vlakné ve dvou riznych bodech byly uréeny tloustky vrstvy
1,47um a 1,165um s presnosti £250nm. Na $picce taperu byla naméfena
tloustka vrstvy 1,52 um + 250nm.

Experimentalni vysledky méfeni ukazuji, Ze tloustka nameétené vrstvy
nezavisi na velikost vybrané plochy pro zpracovani (viz. Obr. II. 4b) a lze ji
urcit fluktuaci tloustky po priméru (viz. Obr. II. 4a). Namétené tloustky
vrstvy rozmérové odpovidaly odhadované tloustce vrstvy pripravené
stejnou technologii na sklicku a méfené pomoci elipsoméru.
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Obr. 1. 4. Zpracované vysledky naméfeného rozloZeni fluorescence podél osy

zna a) 200pm PCS vlakné pro dva rizné body na povrchu a b) 6um taperu

I11. Uréeni rozloZeni Er’* v jad¥e preformy s
vyuzitim LSMS5

Opticka vlakna dopovana prvky vzacnych zemin (RE®*) jsou vyvijena
pro vladknové lasery a zesilovace [6]. U nich je pozadovano aby rozlozeni
téchto prvkd bylo homogenni po prifezu jadra optického vlakna, tedy i
Vv jadie preformy. Navrzena originalni metoda pro experimentalni urceni
rozlozeni RE* vyuziva provedeni a vybaveni LSMS5, k jeho kvalitativnimu
urceni a zaroven slouzi k porovnani kvality preforem, které byly pfipraveny
riznymi technologickymi postupy [7, 8]. NavrZzena metoda je zaloZena na
excitaci RE® | které je zabudované v jadie vzorku reformy, vhodnou
vlnovou délkou, ktera je urcena z absorpcniho spektra daného vzorku a
detekei fluorescence jako funkce soufadnic (x, y). Metoda byla odzkousena
na vzorcich preforem dopovanych Er®*. K excitaci bylo pouZito zafeni Ar
laseru o vlnové délce 488nm, jez se Castecné kryje s absorpénim pasem (viz.
Obr. 111 1.), s vystupnim vykonem (aZ 30mW) postacujicim k excitaci Er**.
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Obr. Il. 1. AS vidken dopovanych Er3+ pripravenych s pouZitim nanocastic
(Cervend-1nm a Cernd-10nm) a standardné (zelend-1nm a modrd-10nm)

III. 1. Princip metody a popis experimentu

Jak bylo uvedeno vyse, je princip metody zaloZen na excitaci Er®'
laserovym svazkem argonového laseru (A = 488nm), ktery je soucasti
konfokalniho mikroskopu LSMS5. Detekei takto vzniklé fluorescence z
velmi malého objemu vzorku preformy a proskenovanim excita¢niho zafeni
Vv soutadnicich (x, z), ziskdme 2D matici dat fluorescence, kterou je mozné
dale zpracovat softwarovym vybavenim LSMS5. Pro méfeni rozlozeni
fluorescence byla vybrana konfokalita 1AU (Airy Unit), ktera je definovana
vztahem [2, 11]:

14U = 1,22 -J/NA 1. 1.

kde je: NA numericka apertura objektivu (0,8) a A excitaéni vinova délka
488nm

pro kterou byl automaticky nastaven pruméru ,pinhole”, v naSem
pfipadé 54pum, a velikost objemu Vg ~ 152 -10% 1, ze kterého je
fluorescence sniména. Citlivost detektoru systému a zvolena rychlost
skenovani 16us/pixel spolu s vykonem excitaéniho laseru 20mW zajistili
dobie detekovatelnou uroven fluorescence. Nameéfena data odpovidaji
hodnoté¢ intenzity fluorescence Ig z definovaného mista v jadie reformy, pro
kterou Ig plati ptiblizny vztah:

le=lo-a(2)-Q-N-L . 2.

Kde je: Ip je intenzita excitace; a(4) utlum; Q kvantova vytéznost; N
koncentrace Er**; L délka vzorku.
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Ziskana data jsou podle III. 2. kvantitativng spjata s koncentraci Er®" a
plati pfima umeéra mezi velikosti fluorescence a koncentraci.

Omezeni této metody je ve vlnovych délkach laserového zareni, které
jsou pro dany konfokalni mikroskop k dispozici (405nm, 438nm, 477nm,
488nm, 515nm, 532nm a 561nm) a konkrétni RE® prvek (jeho energeticky
diagram nebo spektralni zavislost utlumu) dava informaci o moZnych
excitatnich vlnovych délkach. Metoda je v prvnim kroku kvalitativni,
ukazuje na oblasti s v&tsi & mensi koncentraci Er®* (viz. 111, 2.).

K ovéfeni navrzené nové metody kvalitativniho uréeni rozlozeni Er®*
Vv jadfe preformy byly pfipraveny 3 vzorky preforem ve formé valecku
délky 1cm a @ = 12mm s opticky vylesténymi Cely. Vzorky S1 a S2 jsou
z reformy piipravené metodou vyuzivajici nanocastice Al,O a u S1 pridano
P205, vzorek S3 byl piipraven standardni technologii [9, 10]. Namétené
parametry na preformach a vldknech znich vytazenych, jsou uvedeny
v Tabulce 1. Koncentrace Ng pro vzorky preforem byla uréena pomoci
elektronové sondy viz. Obr. III. 2. Pfi¢né fezy z nich vytazenych vldken a
odpovidajici profily indexu lomu jsou na Obr. II1. 3.
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Obr. 1II. 2. Koncentrace dopantii a Ng, pro vzorky preforem urcend
elektronovou sondou

Vzorek Geometie RIP/max koncentrace s [C7] oh)

vldkna | @j/@g[pm] Nera. [cm™] 980nm [dB/cm]

osony | 1151259 | 1474 | 25210 | 336107 | 014027

(gsss?A) 12,6/1221 | 14709 1,78-10" 361102 | 0,12-027
S3 ™

(953p) | 1141245 | 1,4679 1,45-1019 2,49-10 0,6-1.31

Tabulka 1. Parametry pripravenych vzorkii uréenych na preformé (RIP; N) a
viakné (geometrie; oaps; 0(2))
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Obr. III. 3 Pfi¢né fezy a nametené RIP na reformé (Cernd) a vlakné (Cervend)

1II. 2. Vysledky méreni

Dany systém konfokalniho mikroskopu umoziiuje zobrazit prifez
preformy v bilém svétle, fluorescenci a sloZeny obraz jak je ukazano na
Obr. 111. 4. pro vzorek S2.

a)

c
a) inte)nzita fluorescence, b) obraz v bilém svétle, c) slozeni obrazii a) a c)
Ob. lI1. 4 — Snimky z LSM5
Programové vybaveni LSMS umoziuje ziskat data z detektoru, ktery
snima fluorescenci, jako matici 527x527 (zvoleny pocet pixell). Po
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zpracovani v programu ORIGIN dostaneme graf zavislosti intenzity
fluorescence po primeéru jadra preformy. Odpovidajici délkovou soufadnici
(x) ziskame ze znalosti velikosti a poétu pixeld. Vysledky takto ziskanych
profild pro analyzované vzorky S1, S2 a S3 jsou na obrazku Obr. III. 5. [12]
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o R 953
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Obr. 111. 5. Obraz fluorescence jadra a jeji pritbeh po prumeéru jadra u
vzorkii a) SI, b) S2ac) S3
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Obr. III. 6. Pribéh intenzity fluorescence a profilu indexu lomu v jadre preformy
(vzorek S3)

Porovname-li prub&éh fluorescence s profilem indexu lomu vzorku S3
(viz. Obr. III. 5.), mizeme konstatovat, ze pribéh fluorescence sleduje
priibéh indexu lomu a je tak experimentalné potvrzeno, e se RE*, v tomto
ptipadé Er** vazou na Al,Os.



V. Zavér

V piednasce jsou uvedeny dvé nové metody k uréeni tloustky aktivni
vrstvy na $picce V-taperu a kvalitativniho rozlozeni Er** v jadie vzorku
preforem pfipravenych standardni technologii (pouZziti roztokd chloridd
Al,O3, P,O5 a Si0O,) a technologii s pouzitim nanoc¢astic Al,0s;. Obé metody
vyuzivaji konfokalni mikroskop ZEISS LSMS Duo, ktery svym vybavenim
a parametry umoznil excitovat aktivni centra ve zkoumaném objektu a
detekovat fluorescenci jako funkci soutadnic (X, y, z).

V piipad¢ aktivni vrstvy na $pi¢ce V-taperu, kterd byla pfipravena sol-
gel technologii piipravy TEOS s pH ptevodnikem BCECF a nanesena na
$picku taperu bylo ukazano, ze:

e je mozné méfit tloustky vrstvy vetsi nez 1pm.

e naméfené hodnoty tloustky vrstvy jsou v dobré shodé s tloustkou
vrstvy na sklicku pfipravenou shodnou technologii a méfenou
pouzitim elipsoméru.

e velikost tloustky vrstvy neni zavisla na velikosti vybrané plosky
pro zpracovani dat, kterym je vybaven LSM5

Méfeni fluorescence Er** v jadfe vzorkil preforem umoznilo:

e kvalitativné porovnat dva technologické postupy pfipravy
preforem dopovanych erbiem

e  cexperimentalné potvrdit, Ze jsou prvky vzacnych zemin navazany
na Al,O;

e pouziti nanocastic Al,O3 vyrazné¢ pfispélo k homogennimu
rozlozeni Er®* po priifezu preformy a zlepSeni kvality rozhrani
jadro/bal.

Na zavér lze konstatovat, ze vyuziti LSMS pfineslo pro technologii
ptipravy optickych vlaken pro vlaknové senzory a lasery a zesilovace zcela
nové poznatky, které lze v dal$im zpracovani dat vyuzit napt. ke stanoveni
koncentrace a kvantové vytéznosti, popiipad€ vzdalenosti oblasti s obsahem
prvki vzacnych zemin. To muze slouzit jako namét diplomovych nebo
doktorskych praci.
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